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还 原平 衡 及 烟 碱 的 影响 
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jj 要 烟 碱 含量 偏 高 是 我 国 烤烟 的 现状 。 如 何 有 效 降低 烟叶 烟 破 含 量 ,， 提 高 烤烟 工业 可 用 性 是 烟叶 生产 中 
的 一 个 难题 。 根 据 烟 草 打 顶 导 致 烟 碱 含量 急剧 上 升 和 机 械 损 伤 造 成 细胞 氧化 进发 的 的 现象 ， 本 试验 从 打 顶 创 
伤 引起 的 一 系列 生理 变化 入 手 , 采取 打 顶 后 在 伤口 涂抹 抗 氧化 剂 抗坏血酸 + 谷 胱 甘 肽 (AsA+GSH) 和 抗坏血酸 
(AsA) 两 种 方法 来 抑制 活性 氧 含 量 的 上 升 ， 探究 茉莉 酸 刺激 烟 碱 含量 上 升 和 活性 氧 含量 之 间 的 关系 ,并 比较 两 
种 方法 在 抑制 活性 氧 及 烟 碱 上 升 的 效果 。 结 果 发 现 , 涂抹 AsA+GSH 和 Asa 处 理 对 烟草 叶片 超 氧 阴离子 、 过 
氧化 氢 ` 丙 二 醛 的 上 升 有 抑制 效果 ， 过 氧化 所 降解 速度 慢 于 超 氧 阴离子 ， 在 烟草 内 有 积累 现象 .涂抹 AsA+GSH 
和 AsA 处 理 在 打 顶 6 h 时 茉莉 酸 含量 低 于 常规 打 顶 ， 对 茉莉 酸 的 产生 有 抑制 效果 。 其 中 处 理 96 h 后 ， 打 顶 后 
涂抹 AsA+GSH 的 处 理 叶 片 烟 碱 含量 比 常规 打 顶 低 21.5%， 打 顶 后 涂抹 AsA 的 处 理 叶 片 烟 碱 含量 比 常规 打 顶 
低 17.5%。 且 各 检测 指标 之 间 存 在 显著 或 极 显著 的 相关 性 。 另外 ， 打 顶 后 24 h, 各 处 理 的 活性 氧 含量 回 到 对 照 
(不 打 顶 ) 的 水 平 。 试验 表 明 ， 抗 氧化 型 物质 (AsA+GSH) 涂 抹 打 项 后 烟草 的 伤口 能 有 效 抑制 活性 氧 、 茉 痢 酸 和 烟 
碱 含量 的 上 升 ， 且 活性 氧 、 莱 莉 酸 、 烟 碱 之 间 存 在 着 密切 联系 。AsA+GSH 比 AsA 有 更 强 的 抗 氧化 性 ， 能 更 好 
地 抑制 打 顶 后 烟 碱 的 上 升 。 
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tobacco topping on redox equilibrium and nicotine content of tobacco 


LUO Yinghong, ZHANG Yiyang, LIU Xiaoying, LI Shuang, LIU Kun, 
CUI Chaogang, TAN Guanping, ZHOU Jiheng ” 


(Institute of Tobacco Research, Hunan Agricultural University, Changsha 410128, China) 


Abstract Nicotine is not only an important chemical component of tobacco leaves, but also one of the important quality 
indexes of cigarette. The current state of flue-cured tobacco in China with nicotine on the high end has severely influenced 
China-produced tobacco leaf quality. Effectively reducing nicotine content of tobacco leaves and improving flue-cured tobacco 
usability has been a difficult issue in the tobacco production industry. The content of nicotine in tobacco doubled and 
redoubled after topping. Because of the sharp rise in nicotine content after tobacco topping and cells oxidative burst due to 
mechanical damage, testing started with a series of physiological changes induced by topping in this study. The two methods 
used in the test included daub of both ascorbic acid and glutathione (AsA--GSH), and daub of ascorbic acid (AsA). Other three 
methods were also applied in the experiment, duab of buffer solvent after topping, conventional topping and not topping. These 
methods were applied to tobacco wounds after topping to suppress the rise in active oxygen content, explore the relationship 
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between active oxygen content and jasmonic acid-stimulating nicotine content growth, and to compare the effects of the two 
methods on suppressing the rise in active oxygen and nicotine content. The results showed that the rise in the contents of super 
oxygen anion, hydrogen peroxide and malondialdehyde of tobacco leaves dropped when daubing ASA+GSH and AsA to the 
topping wounds. Hydrogen peroxide degradation was slower than that of oxygen anion, which accumulated in tobacco. 
Jasmonic acid content under daub of AsA--GSH or AsA treatments was lower than that under conventional topping treatment at 
6 h after treatment and with adverse effect on jasmonic acid. At 96 h after treatment, nicotine content of leaves under 
AsA+GSH treatment was 21.5% lower than that under conventional topping treatment. The content of nicotine in tobacco 
leaves under AsA treatment was 17.5% lower than that under conventional topping treatment. Correlation analysis among 
response intensity of each detection index to topping showed significant or extremely significant correlation between the 
detection indexes. Also at 24 h after topping, active oxygen content of each treatment dropped back to the non-topped level 
(not topping treatment). The test showed that daubing antioxidant substances (AsA--GSH) to tobacco wounds after topping 
effectively suppressed reactive oxygen species, jasmonic acid and nicotine contents rise. There was also a close relationship 


between reactive oxygen species, jasmonic acid and nicotine. AsA+GSH treatment was better than AsA treatment in 


antioxidant activity, and was therefore better in suppressing nicotine content rise in tobacco leaves after topping. 


Keywords 


植物 创伤 后 ， 内 源 激发 子 (endogenous elicitor) 
会 激活 体内 茉莉 酸 、 水 杨 酸 和 乙烯 等 多 种 信号 转 导 
RR, 最终 产生 防御 反应 "1, 但 是 激发 子 与 各 种 信 
号 转 导 途 径 的 路 径 却 研究 较 少 。 烟 碱 是 烟草 体内 广 
泛 存 在 的 一 类 次 生 代谢 产物 ， 一 般 呈 了 碱 性 。 烟 碱 不 
仅 是 烟叶 中 的 重要 化 学 成 分 也 是 卷烟 中 的 重要 品 
质 指 标 之 一 ,在 烟 气 中 若 烟 碱 含量 过 低 则 劲头 小 ， 
吸 味 平淡 ; 若 烟 碱 合 量 过 高 则 劲头 大 ， 刺 激 性 增强 ， 
产生 辛辣 味 。 近 几 年 ， 随 着 优质 烟叶 生产 技术 的 普 
及 与 推广 , 我国 部 分 烟 区 烟叶 外 观 质量 接近 国际 水 
3E, 但 烤烟 烟 碱 平均 含量 却 达 396-496, 而 正常 情况 
下 烤烟 烟 碱 平均 含量 应 低 于 3%, Alk, 研究 控制 
烟叶 烟 碱 含量 在 合理 范围 ,是 保证 烤烟 高 质量 的 重 
要 手段 。 

打 顶 是 烟草 栽培 的 一 项 农艺 措施 ,同时 对 烟草 
也 是 一 种 伤害 。 试 验证 明 ， 人 为 造成 的 机 械 损伤 能 
全 部 或 部 分 地 模拟 昆虫 取 食 ， 可 以 造成 直接 防御 反 
应 系统 的 居 动 中 ,机械 损伤 后 ,植物 细胞 为 避免 遭受 
更 大 伤害 ,进行 过 敏 反 应 , 伤口 周围 的 细胞 可 发 生 
程序 化 细胞 死亡 (programmed cell death, PCD), 3x 
种 程序 化 死亡 中 最 明显 的 化 学 反应 是 “氧化 进 
发 "(oxidative burst)。 氧 化 进发 能 打破 原 有 的 氧化 还 
原 的 平衡 丫 。 一 般 情况 下 ,活性 氧 (reactive oxygen 
species，ROS) 能 在 自身 产生 的 酶 类 超 氧 化 物 歧化 酶 
(SOD)、 过 和 氧化 氨 酶 (CAT)、 抗 坏 血 酸 过 氧化 物 酶 
(APX)、 谷 胱 甘 肽 过 氧化 物 酶 (GPX) 的 共同 作用 下 分 
解 ， 稍 过 多 的 ROS 也 可 以 通过 植物 体内 合成 的 非 酶 
类 ， 类 黄酮 、 抗 坏 血 酸 、 谷 胱 甘 肽 、o- 生 育 酚 、 类 
胡萝卜 素 等 非 酶 类 化 合 物 滩 灭 “'", 但 在 氧化 进发 
时 ,植物 体内 ROS 大 量 增加 ,过 多 的 ROS 已 经 超出 
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了 体内 抗 氧化 物 的 清除 能 力 极限 ， 多 余 的 ROS 几乎 
能 够 与 所 有 的 生物 大 分 子 包括 蛋白 、 脂 类 、 多 糖 和 
核酸 发 生 反 应 中 ,ROS 还 可 以 促进 植物 激素 的 合成 ， 
产生 一 系列 抗 性 反应 : ROS 可 以 攻击 质 膜 上 的 亚麻 
酸 、 亚 油 酸 和 花生 四 烯 酸 ， 导 致 它们 过 氧化 反应 ,而 
Vick EUF 20 世纪 80 年 代 研 究 合成 茉莉 酸 的 十 八 
烷 途 径 中 提 到 莱 莉 酸 前 体 物 来 自 叶 绿 体 膜 上 的 亚麻 
酸 过 和 氧化 反应 ,说 明 ROS 可 能 是 诱导 茉莉 酸 产 生 的 
原因 ， 茉 莉 酸 是 一 种 植物 激素 ,可 以 诱导 烟草 抗 性 
REFERO, 这些 说 明 打 顶 、ROS、 茉 莉 酸 、 
烟 碱 之 间 可 能 存在 一 些 因果 关系 。 当 然 ， 烟 碱 的 合 
成 并 不 一 定 只 受 茉莉 酸 的 调控 ， 可 能 是 一 系列 物质 
的 综合 调控 。 许 多 研究 表明 ROS 可 以 诱导 水 杨 酸 、 
乙烯 、 植 保 素 的 合成 0 二 90， 它们 都 可 以 调节 植物 的 
抗 逆 性 反应 ; 各 种 调节 之 间 也 可 能 相互 协同 配合 ， 如 
茉莉 酸 可 以 和 ROS 共同 调节 乙烯 合成 过 程 中 的 1- 氮 
基 环 丙烷 -1- 羧 酸 (ACC ANEI, 另外, H;0; 作为 
一 种 相对 稳定 的 ROS， 本 身 也 是 一 种 调节 剂 0%?。 
对 于 烟草 打 顶 后 烟 碱 合 量 迅 速 上 升 的 问题 ， 程 
新 胜 等 2]、 宗 娜 等 2 和 黄 兰 等 2 从 一 些 食 烟 草 的 寡 
食性 昆虫 得 到 局 发 ， 将 此 类 昆虫 下 唇 腺 分 泌 的 特异 
性 酶 所 研制 的 仿生 信号 分 子 (8SM) 涂 抹 于 打 顶 后 的 
伤口 ,发现 能 抑制 茉莉 酸 、 脂 氧 合 酶 (LOX)、 乌 氨 酸 
脱羧 酶 (ODC) 含 量 的 上 升 ， 并 最 终 抑 制 烟 碱 含 量 的 
上 升 ; 张新华 等 P9、 李 影 等 2 的 研究 认为 BSM 能 抑 
制 烟 草 氧 化 胁迫 ， 最 终 抑制 打 顶 后 烟 碱 含量 上 升 。 
烟草 受到 刺激 诱导 烟 碱 合成 过 程 非常 复杂 ， 而 
且 许 多 方面 还 没 研究 清楚 ， 并 存在 许多 争议 ， 通 过 
控制 某 路 径 的 一 种 或 几 种 酶 来 实现 降低 烟 碱 的 目的 
不 太 现 实 ， 但 大 量 研究 表明 各 种 调节 路 径 几 乎 都 与 
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ROS 存在 联系 。 因 此 ,烟草 打 顶 后 控制 ROS 的 水 平 
有 可 能 削弱 创伤 信号 ， 并 最 终 达 到 降低 烟 碱 的 目 
的 。AsA 作为 一 种 非 酶 类 抗 氧 化 剂 ， 能 够 有 效 汉 灭 
活性 氧 自 由 基 ， 并 能 与 APX 一 同 清除 H,0,。GSH 
不 仅 能 狸 灭 自由 基 , 清除 HO, 还 能 还 原 脱 毛 抗 坏 血 
酸 (DHA), 使 ASA 能 够 循环 利用 , 持续 清除 ROS, 

本 试验 在 烟草 打 顶 后 的 伤口 涂抹 AsA 和 GSH, 
用 它们 清除 打 顶 后 产生 的 大 量 ROS, 期 待 削 弱 创 伤 
信号 ， 并 最 终 达 到 降低 烟 碱 的 目的 ， 为 我 国 烟叶 烟 
碱 合 量 普 壳 偏 高 的 问题 提供 一 种 解决 思路 。 
1 材料 与 方法 
124. fiM 

试验 于 2014 年 4—6 月 于 湖南 农业 大 学 烟草 研 
究 院 楼 顶 进 行 。 供 试 品种 为 云烟 87’*。 采 用 塑料 袋 
花 盆 (下 底 直 径 20 cm， 上 底 直 径 24 cm， 高 24 cm, 
底部 有 细小 穿孔 用 于 漏水 ) 装 消毒 后 的 河 沙 进 行 沙 
培 。 烟 叶 7 叶 期 进行 移 栽 , 每 天 早晨 8:00 用 霍 格 兰 
(Hoagland) 营 养 液 浇灌 烟 株 。 
1.2 ”试验 试剂 

L- 抗 坏 血 酸 (AsA), 产品 编号 A2174|CAS 号 50- 
81-7|sigma|plant cell culture tested; 工 -还 原型 谷 胱 甘 
肽 (GSH), 产品 编号 G6013ICAS 号 70-18-8lsigmalcell 
culture tested, BioReagent, 之 98.0%, powdero 

1%ASA 溶液 参照 金 中 华中 的 方法 配置 : 溶解 
0.1 g 工 -抗坏血酸 于 去 离子 水 中 ， 然 后 加 入 EDTA 
100 mg, KZE 2 mL， 去 离子 水 定 容 至 100 mL, f£ 
匀 ， 置 棕色 试剂 瓶 中 , 贮 于 冰箱 保存 。 

1%AsA+1%GSH 溶液 亦 参 照 金 中 华 忆 的 方法 : 
溶解 0.1 g AsA 和 0.1 g GSH 于 去 离子 水 中 ,之 后 加 
入 EDTA 100 mg, 冰 乙 酸 2 mL， 去 离子 水 定 容 至 
100 mL 摇 匀 ,和 置 棕色 试剂 瓶 中 ， 贮 于 冰箱 保存 。 

缓冲 溶液 的 配置 方法 : 在 少量 去 离子 水 中 加 入 
EDTA 100 mg, 冰 乙 酸 2 mL， 去 离子 水 定 容 至 100 mL, 
摇 匀 置 棕色 试剂 瓶 中 ， 贮 于 冰箱 保存 。 
1.3 ”试验 处 理 

试验 设 打 顶 涂抹 1%AsA(T1)、 打 顶 涂抹 1%AsA+ 
1%GSH(T2)、 打 顶 后 涂抹 缓冲 溶剂 (TS1)、 常 规 打 顶 
(TS2) 和 不 打 顶 (CK)5 个 处 理 。 试 验 于 现 蕾 期 打 顶 ， 
并 进行 相应 处 理 , T1. T2. TS1 打 顶 后 立即 用 羊毛 毫 
分 别 葵 取 相应 溶液 0.25 mL 涂抹 于 打 顶 后 的 伤口 。 
每 个 处 理 33 株 烟 ,在 处 理 后 的 3h、6 h、9 h、24h、 
48h 每 个 处 理 分 别 取 3 株 全 部 鲜 烟 叶 检 测 每 株 的 -0;、 
丙 二 醛 和 H2O, 含量 ， 其 中 6h 的 样品 鲜 叶 片 和 鲜 根 
系 外 加 检测 茉莉 酸 合 量 ; 处 理 后 的 3 h、6 h、9 h、 


24h. 48h. 96h 每 个 处 理 取 3 株 杀 青 , 分 别 检测 每 
株 全 部 叶片 和 全 部 根系 的 烟 碱 。 
1.4 检测 方法 

i8 DH T- (07) & & JUI XE S BRE E E] S 018 75 
法 。 过 氧化 氢 (H2O?) 含 量 的 测定 采取 Ferguson S&P! 
丙酮 抽 提 法 和 刘 俊 等 2 的 萃取 脱色 法 。 过 氧化 氢 含 
量 测定 参照 张 倩 等 中 的 方法 。 

丙 二 醛 (MDA) 含 量 分 析 : 参照 文献 [34] 并 稍 作 
改进 ， 将 采取 叶片 去 叶脉 取 鲜 重 0.5 g， 置 于 预 冷 
研 钵 中 , 加 入 2 mL 0.05 mol.L- pH 7.8 的 磷酸 缓冲 
液 和 少量 石英 砂 研磨 、 匀 浆 后 ， 定 容 到 10 mL 刻度 
试管 中 。 取 5 mL 于 刻度 试管 中 在 16 000 rmin F 
离心 15 min， 上 清 液 即 为 样品 提取 液 , 5 'C 下 保存 备 
用 。 取 5 mL 试管 分 别 加 入 1.5 mL 粗 酶 液 , 2.5 mL 
0.5% 硫 代 巴 比 受 酸 的 5% 三 氯 乙酸 溶液 ， 混 匀 物 于 
沸水 浴 上 加 热 15 min， 迅 速 冷 却 后 ， 再 离心 。 取 上 清 
液 测定 532 nm 和 600 nm 波长 下 的 吸光 度 值 (4;;3, 和 
Asoo MDA 的 浓度 (C) 公 式 为 : C7 [(4532—4600) XAX V/a 
0.155xW, RP, A 为 反应 液 总 量 , 三 为 提取 液 总 量 , a 
为 反应 液 中 的 提取 液 数量 , W 为 植物 样品 重量 。 

茉莉 酸 的 制 取 与 检测 采用 Baldwin S&P? 8] Segarra 
等 "9 方法 。 

烟 碱 检测 采用 金 闻 博 等 "的 紫外 分 光 光 度 法 。 
1.5 ”数据 处 理 

变化 速率 计算 : TS2 为 常规 打 顶 ， 其 相对 于 对 照 
CK 的 各 指标 的 变化 为 打 顶 引起 变化 量 ， 变 化 量 与 
时 间 的 比值 为 变化 速率 ; T1、T2 为 涂抹 抗 氧化 剂 处 
Jg, 其 相对 于 TS2 的 变化 可 以 视 为 抗 氧 化 剂 导 致 的 
变化 量 ， 变 化 量 与 时 间 的 比值 可 以 看 做 变化 速率 。 


` ~ ` A iu Ly M 
定义 “TS2 变化 速率 为 DeL. 定义 “T1 变化 速 


率 "为 Teo "n ， 定义 “T2 变化 速率 为 
4rsz 为 TS2 在 打 顶 后 相应 指标 对 应 时 间 的 含量 ,A 
为 TI 在 打 顶 后 相应 指标 对 应 时 间 的 含量 , 435 为 T2 
在 打 顶 后 相应 指标 对 应 时 间 的 合 量 , 1 为 相应 指标 处 
理 后 的 时 间 。 

间 标 对 打 项 响应 的 关联 : 定义 各 检测 指标 对 打 
顶 净 响应 强度 为 9 定义 超 氧 阴离子 、 过 氧化 氢 、 丙 
二 醛 3 个 检测 指标 的 净 响 应 强度 的 S=Sr-Sck， 定 义 
茉莉 酸 的 净 响 应 强度 的 S-7k o-CKk mb， 烟 碱 的 净 响 
应 强度 的 S=T o6 ny- CK (96 mo 


Argo -Ár " 
t , 


Z m x34 Dh c x3. 16h S " 


Toy + Day ET Toan + Tagh x24 
2 


Sr 3+ 


(1) 
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s, c Ka t CK 3, Kan +Kan ,3 , CK +CKo 3 
2 2 2 
CKon + CKom | 154 CK omn + CKagn | 24 Q) 


2 2 
式 中 : Sr 为 各 处 理 0-48 h 的 加 权 值 , 7 为 各 处 理 相 


应 指标 对 应 时 间 的 含量 , Scx 为 CK 0~48 h 的 加 权 值 ， 
CKm 为 CK 相应 指标 对 应 时 间 的 合 量 。 

对 各 指标 对 打 项 的 响应 强度 进行 相关 性 分 析 ， 
探讨 打 顶 后 各 指标 间 变 化 的 关联 性 。 

采用 Microsoft Excel 2010、SPSS 20 进行 数据 
分 析 。 


2 结果 与 分 析 
2. 打 顶 后 AsA 和 GSH 处 理 对 烤烟 烟 碱 合 量 的 影响 
对 根系 烟 碱 的 分 析 ( 图 1A) 表 明 ，CK( 不 打 顶 ) 处 
理 在 96 h 内 烟 碱 含量 稳定 ; 打 顶 措施 能 促使 烟 碱 含 
量 迅速 上 升 ， 除 处 理 后 3h 的 T2、 处 理 9h BS TI 和 
T2， 其 他 处 理 (T1、T2、TS1、TS2) 各 处 理 后 时 间 的 
烟 碱 含量 都 显著 高 于 CK 打 顶 后 涂抹 AsA+GSH 或 
AsA 能 有 效 抑制 烟 碱 含量 上 升 , T1、T2 与 TS1、TS2 


b 
AL 
; 
; 
ly 
/ 


4 48 96 


在 处 理 后 3-24 h 差距 较 小 ， 处 理 后 48~96 h 逐渐 拉 
开 差 距 ， 处 理 后 96 h TI. T2 的 烟 碱 含量 显著 低 于 
TS1、TS2; 其 中 T2 与 T1 在 处 理 后 3~24h 无 显著 差 
异 ， 处理 后 48~96 h T2 显著 低 于 T1。 说 明 打 顶 后 涂 
k AsA+GSH 对 抑制 烟 碱 上 升 的 效果 要 好 于 涂抹 
ASAo 

对 叶片 烟 碱 的 分 析 ( 图 1B) 表 明 , 各 处 理 叶 片 烟 
碱 上 升 趋势 与 根系 烟 碱 上 升 趋势 相似 。 CK 的 烟 碱 合 
量 在 A8 h 内 基本 稳定 ， 打 顶 处 理 (T1、T2、TS1、TS2) 
的 烟 碱 含量 都 出 现 了 不 同 程度 的 升 高 。 其 中 升 高 最 
快 的 是 TS1、TS2， 处理 后 3~96 h 都 显著 高 于 CK, H 
高 于 Th T2, 这 和 与 根系 烟 碱 变 化 不 同 ; TS1 和 TS2 
在 处 理 后 3-96 h 无 显著 差异 ,说 明 涂 抹 缓 冲 液 不 能 
对 烟 碱 变化 造成 影响 。T1、T2 的 烟 碱 含量 在 处 理 后 
都 显著 高 于 CK, BHF TS]. TS2, 说 明 打 顶 后 
涂抹 AsA+GSH 或 Asa 能 有 效 抑制 烟 碱 含量 上 升 ; 
T2 在 处 理 后 9 h、48 h, 96 h 烟 碱 含量 都 显著 低 于 
T1， 说 明 涂 抹 AsA+GSH 对 烟 碱 的 抑制 效果 要 好 于 
涂抹 AsA。96h [a T1 的 烟 碱 含量 比 TS2 15 17.5%, T2 
的 烟 碱 含 量 比 TS2 低 21.5%。 


处 理 后 时 间 Time after treatment (h) 


1 不 同 AsA 和 GSH 处 理 下 烤烟 打 顶 后 根系 (A) 和 了 叶片 (B) 的 烟 碱 含量 
Fig.1 Root(A)and leaf (B) nicotine contents of flue-cured tobacco with different AsA and GSH treatments after topping 
T1: 打 顶 后 涂抹 1%AsA; T2: 打 顶 后 涂抹 1%AsA+1%GSH; TS1: 打 顶 后 涂抹 缓冲 溶剂 ; TS2: 常规 打 顶 ; CK: 不 打 顶 。 不 同 小 写 
字母 表示 相同 处 理 时 间 不 同 处 理 间 差 异 显著 (P<0.05)。 下 同 。T1: daubing 1% AsA after topping; T2: daubing 196 AsA + 1% GSH after 
topping; TS1: daubing buffer solvent after topping; TS2: conventional topping; CK: no topping. Different small letters mean significant 
difference at 0.05 level under different treatments in the same time after treatment. The same below. 


2.20 打 顶 后 AsA 和 GSH 处 理 对 烤烟 超 氧 阴离子 含 

量 的 影响 

2A 结果 表明 , CK( 不 打 顶 ) 处 理 烤 烟 超 氧 阴 离 
子 含量 在 48 h 内 基本 稳定 。 打 顶 能 促使 烟 株 产生 成 
倍 超 氧 阴离子 ， 处 理 后 3 h, TS2( 常 规 打 顶 ) 超 氧 阴 离 
子 远 高 于 CK， 之 后 快速 下 降 ,， 在 处 理 后 24h 已 经 和 
CK 接近 , 且 无 显著 差异 ， 之 后 含量 保持 稳定 且 和 与 
CK 无 显著 差异 。TS1( 涂 抹 缓 冲 液 ) 在 48 h 内 与 TS2 
无 显著 差异 。 涂 抹 AsA+GSH 或 AsA 的 T1, T2 对 


超 氧 阴离子 上 升 有 抑制 作用 ， 处 理 后 3 h EARRA 
子 含量 显著 低 于 TS1、TS2, 但 显著 高 于 CK; 处 理 
后 6h 与 CK 接 近 且 差异 不 显著 ， 显 著 低 于 TS1、TS2， 
T2 超 氧 阴离子 含量 与 TI 无 显著 差异 。 

2B 结果 表明 , TS2 处 理 烤 烟 超 氧 阴离子 含量 
变化 速率 在 打 顶 后 3 h 较 高 ， 之 后 快速 下 降 , 24 h 时 
基本 接近 于 0; T1 与 T2 处 理 的 降解 速率 处 理 3 h 后 
较 高 ， 之 后 迅速 下 降 , 但 两 者 又 有 区 别 : T1 的 降解 
速率 在 处 理 3 h 时 高 于 T2 的 降解 速率 ,在 处 理 6 h 
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OT! OT2 OTS! NTS2 B CK 


变化 速率 


Degradation rate (umol:g "-h 


处 理 后 时 间 Time after treatment (h) 


2 不 同 AsA 和 GSH 处 理 下 烤烟 打 项 后 超 氧 阴 离子 含量 (A) 及 其 变化 速率 (B) 
Fig.2 Ultra oxygen anion content (A) and its change rate (B) of flue-cured tobacco with different AsA and GSH treatments 
after topping 


时 低 于 T2 的 降解 速率 ,在 处 理 9 h 5 T2 的 降解 速 
率 接近 。 说 明 处 理 后 3 h 涂抹 AsA 对 超 氧 阴 离子 上 
升 的 抑制 效果 好 于 涂抹 AsA+GSH， 在 处 理 6 h 涂抹 
AsA+GSH 对 超 氧 阴 离子 上 升 的 抑制 效果 好 于 涂抹 
AsA。 之 后 两 者 同 趋 于 0， 无 差别 。 
2.5 打 顶 后 AsA 和 GSH 处 理 对 烤烟 H,0; 含量 的 
影响 
3A 表明 ，CK 处 理 烤 烟 的 过 氧化 氢 含 量 在 处 
38 48 h 内 基本 稳定 , 打 顶 措施 能 显著 促使 烟草 过 和 氧 
化 氧 含量 的 增长 (T1、T2、TS1、TS2)。 其 中 TS2 处 
理 (常规 打 顶 ) 过 氧化 氢 含 量 呈 现 先 上 升 后 下 降 的 趋 
35, 在 处 理 6 h 时 达 最 大 值 , 在 48 h 接近 CK， 且 和 与 


OTI OT2 WTSI! OTS2 


dH 50 
4u 
n 
w 40 
E 30 


1 
Content of hydrogen peroxide (umolg ) 


CK 无 显著 差异 。TS1 在 处 理 6h. 9h, 24 h 过 氧化 
氢 含 量 显著 低 于 TS2。 涂 抹 AsA+GSH 或 AsA 能 
效 抑制 过 氧化 氢 含 量 的 上 升 ,T1、T2 BOXE ERE 
量 在 处 理 后 3h、6h 显著 低 于 TS1、TS2， 显 著 高 于 
CK， 处 理 后 9 h、24 h 显著 低 于 TS2， 高 于 CK， 处 
理 后 48h 各 个 处 理 之 间 无 显著 差异 ; T2 在 处 理 后 6h 
显著 低 于 T1， 其 他 时 间 无 显著 差异 。 

3B 结果 表明 , TS2、T1、T2 处 理 48 h 时 接近 
于 0, TS2 变化 速率 24 h 前 明显 高 于 TI 和 T2, TI. 
T2 的 降解 速率 同样 缓慢 下 降 , 0~9 h T2 的 变化 速率 
都 高 于 T1 的 变化 速率 。 说 明 涂抹 AsA+GSH 对 过 氧 
化 氢 上 升 的 抑制 效果 好 于 涂抹 AsA。 


E CK 


[2 CN 


降解 速率 
AR 


Degradation rate (umol:g '-h ') 


N [9 


— 


0 


3 6 9 24 48 
处 理 后 时 间 Time after treatment (h) 


3 不 同 AsA 和 GSH 处 理 下 烤烟 打 项 后 过 氧化 氨 含 量 (A) 及 其 降解 速率 (B) 
Fig.3 Hydrogen peroxide content (A) and its change rate (B) of flue-cured tobacco with different AsA and GSH treatments 
after topping 


2.4 打 顶 后 AsA 和 GSH 处 理 烤 烟 丙 二 醛 合 量 的 影响 

4A 表明 , CK 处 理 烤 烟 在 处 理 48 h 内 丙 二 醛 
合 量 几乎 没有 变化 。 打 顶 能 诱导 丙 二 醋 成 倍 产生 ， 
其 中 TS2 在 处 理 后 3h 舍 量 最 高 ,在 3~6 h FERIR, 
随后 呈 缓 慢 下 降 ， 在 48 h 接近 Ck, H5 CK 无 显著 


差异 。TS1 在 处 理 后 3h 显著 低 于 TS2, 之 后 与 TS2 
无 显著 差异 。 涂 抹 AsA+GSH 或 AsA 对 丙 二 醛 合 量 
上 升 也 有 明显 抑制 效果 , T1、T2 在 0-48 h 内 呈现 先 
上 升 后 下 降 趋势 ， 除 在 处 理 后 6 h T1 与 TS1、TS2 
无 显著 差异 ， 处 理 后 3~24 h, TL T 丙 二 醛 含量 都 
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显著 低 于 TS1、TS2, 48h 后 与 各 处 理 间 无 显著 差异 ; 
其 中 处 理 后 3 h、6 h 时 T2 显著 低 于 T1， 其 他 时 间 
无 显著 差异 。 

4B 中 TS2、T1、T2 的 变化 曲线 类 似 于 反比 


oo 


(nmol:g h^) 
CN 


> 


N 


AZRE Malondialdehyde content 
上 
CIR TTL f 


© 


例 画 数 ， 即 开始 快速 下 降 ， 之 后 缓慢 下 降 的 规律 。T2 
的 降解 速率 在 3-9 h 都 高 于 T1 的 降解 速率 ,之 后 几 
乎 相同 ， 说 明 涂 抹 AsA+GSH 对 两 二 醛 上 升 的 抑制 
效果 要 好 于 涂抹 AsA。 


Degradation rate (umol:g "-h'' 


处 理 后 时 间 Time after treatment (h) 


4 ”不同 AsA 和 GSH 处 理 下 烤烟 打 项 后 丙 二 醛 含量 (A) 及 其 降解 速率 (B) 
Fig.4 Malondialdehyde content (A) and its change rate (B) of flue-cured tobacco with different AsA and GSH treatments 
after topping 


2.5 打 顶 后 AsA Wl GSH 处 理 对 烤烟 茉莉 酸 合 量 的 
影响 
根据 Vick 等 2 提出 的 茉莉 酸 十 八 烷 酸 途径 ， 茉 
莉 酸 前 体 物 来 自 叶绿体 质 膜 氧化 产物 亚麻 酸 ,那么 
亚麻 酸 必定 与 活性 所 自由 基 有 关 ， 所 以 茉莉 酸 也 应 
该 会 受 活性 氧 自 由 基 浓 度 影响 。 
对 叶片 (图 SA) 和 根系 (图 SB) 的 茉莉 酸 检测 结果 
= 350 


300 


KAMAR 


表明 ， 处 理 后 6h 对 照 茉莉 酸 含量 最 低 ; 打 顶 处 理 能 
促使 茉莉 酸 含量 明显 增加 ， 其 中 TS2 含量 成 倍 高 于 
CK, TSI 与 TS2 差异 不 显著 , 说明 涂 抹 缓 冲 液 对 莱 
莉 酸 含量 没有 显著 影响 ; T1、T2 却 显著 低 于 TS1、 
TS2, 说 明 涂 抹 AsA+GSH 或 AsA 能 有 效 抑制 茉莉 酸 
合 量 上 升 ; T 的 茉莉 酸 合 量 显著 低 于 TL 说 明 涂 抹 
AsA+GSH 对 烟 碱 的 抑制 效果 要 好 于 涂抹 AsA。 


Content of jasmonic acid [ng:g '(FW 
» 
© 


0 
TI T2 TS1 TS2 CK T1 T2 TS1 TS2 CK 
处 理 Treatment 


5 不 同 AsA 和 GSH 处 理 下 烤烟 打 项 6h 后 叶片 (A) 及 根系 (B) 莱 莉 酸 含量 
Fig.5 Leaf(A)and root (B) jasmonic acid contents of flue-cured tobacco with different AsA and GSH treatments after topping 
for 6 hours 


对 根系 茉莉 酸 的 检测 结果 表明 打 顶 促使 茉莉 酸 
上 升 的 程度 大 于 叶片 ,涂抹 AsA+GSH 或 AsA WR 
莉 酸 的 抑制 效果 也 大 于 叶片 , 各 处 理 间 的 比较 与 叶 
片 相同 ， 可 以 参照 叶片 的 变化 规律 。 
2.6 打 顶 后 AsA 和 GSH 处 理 下 烤烟 各 指标 响应 的 
关联 性 
对 各 检测 指标 一 段 时 间 内 变化 的 加 权 ， 得 到 各 


检测 指标 对 打 顶 措施 的 响应 强度 见 表 1。 由 表 1 可 
以 看 出 , TI 和 T2 各 指标 响应 强度 都 明显 低 于 TSI 
和 TS2, T2 响应 强度 弱 于 Tl, 这些 再 次 说 明 AsA+ 
GSH 能 有 效 抑制 表 中 各 指标 含量 的 上 升 , 且 AsA+ 
GSH HE AsA 的 抑制 效果 更 强 。 

对 各 检测 指标 响应 强度 的 相关 性 分 析 见 表 2. FH 
zx 2 可 知 ， 打 顶 后 各 检测 指标 ( 超 氧 阴离子 、 过 氧化 
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R1 不 同 AsA 和 GSH 处 理 下 烤烟 指标 对 打 项 的 响应 强度 
Table 1 Response intensities of indexes of tobacco under different AsA and GSH treatments to topping 
处 理 超 氧 阴离子 过 氧化 氢 丙 二 醛 叶片 茉莉 酸 根系 茉莉 酸 根系 烟 碱 叶片 烟 碱 
Treatment Superoxide anion Hydrogen peroxide Malondialdehyde Leaf jasmonic acid Root jasmonic acid Root nicotine Leaf nicotine 

TI 0.46 513.45 105.87 85.00 21.80 0.27 0.88 

T2 0.43 446.10 90.87 56.00 14.70 0.21 0.76 

TS1 1.27 655.30 143.80 150.00 37.20 0.36 1.13 

TS2 1.36 851.80 148.46 171.00 39.60 0.40 1.15 

CK 0 0 0 0 0 0 0 


表 2 不 同 AsA 和 GSH 处 理 下 烤烟 各 指标 对 打 顶 响应 强度 之 间 相 关 性 分 析 


Table 2 Correlation analysis between response intensity to topping of each detected indexes 


叶片 茉莉 酸 根系 茉莉 酸 根系 烟 碱 ”叶片 烟 碱 


Superoxide anion Hydrogen peroxide Malondialdehyde Leaf jasmonic acid Root jasmonic acid Root nicotine Leaf nicotine 


超 氧 阴离子 过 氧化 氢 KIE 
超 氧 阴离子 1.000 
Superoxide anion 
M = . 
过 氧化 氢 0.918 1.000 
Hydrogen peroxide 
m-R 0.910" 0.980" 1.000 
Malondialdehyde 
叶片 茉莉 酸 . 0.984" 0.960 0.950" 
Leaf jasmonic acid 
根系 茉莉 酸 . 0.978" 0.961" 0.965" 
Root jasmonic acid 
根系 烟 碱 0.928” 0.990" 0.995" 
Root nicotine 
叶片 烟 碱 0.883” 0.973" 0.998" 


Leaf nicotine 


1.000 
0.998" 1.000 

0.970" 0.979" 1.000 

0.929" 0.947" 0.989" 1.000 


* 表 示 显 著 相 关 , ** 表 示 极 显著 相关 。* means significant correlation at 0.05 level, ** means significant correlation at 0.01 level. 


氢 、 丙 二 醛 、 叶 片 茉莉 酸 、 根 系 茱 莉 酸 、 根 系 烟 碱 、 
叶片 烟 碱 ) 两 两 显著 正 相 关 ， 有 些 甚至 还 出 现 了 极 显 
著 正 相关 ， 进一步 说 明 打 顶 后 它们 的 变化 不 是 各 自 
fir, 而 是 相互 联系 、 相 互 影 响 的 。 
3 Wit 

打 顶 这 一 项 破坏 性 的 生产 措施 的 确 引 起 烟草 内 
部 化 学 成 分 的 变化 。 根 据 检测 结果 ,正常 打 顶 后 烟 
草 叶 片 的 超 氧 阴离子 大 幅 增 加 , 但 在 24 h 内 大 幅 下 
降 ， 说明 烟草 在 遭受 到 破坏 后 具有 自身 恢复 的 能 
打破 的 氧化 还 原平 衡 能 够 在 一 段 时 间 后 再 平衡 。 打 
项 后 涂抹 缓冲 溶液 初始 超 氧 阴离子 含量 比 常 规 打 项 
稍 低 ， 可 能 是 由 于 缓冲 溶液 能 暂时 隔离 空气 中 的 氧 ， 
减缓 氧化 进发 ; 涂抹 AsA 能 有 效 降低 超 氧 阴离子 浓 
Æ; 涂抹 AsA+GSH 与 涂抹 AsA 差异 不 显著 ,处 理 
后 3 h 超 氧 阴离子 降解 速率 快 于 涂抹 AsA+GSH, 6h 
则 相反 ,可 能 是 由 于 谷 胱 甘 肽 -抗坏血酸 循环 机 制 ， 
AsA+GSH 之 前 抗 氧 化 能 力 稍 弱 ， 之 后 GSH 能 够 还 
原 氧 化 态 AsA， 使 其 能 循环 利用 。 另 外 , 各 个 处 理 超 
氧 负 离子 浓度 前 期 差异 比较 大 , 但 在 24 h 后 都 回 到 
一 个 几乎 相同 的 水 平 , 可 以 推断 烟草 打 顶 后 氧化 还 
原平 衡 大 约 需 要 24h 左右 。 

打 顶 引起 了 烟草 体内 过 氧化 氨 含 量 的 变化 ， 除 


不 打 顶 处 理 过 和 氧化 氢 几 乎 趋 于 平稳 外 ， 其 他 几 个 处 
理 几 乎 都 是 先 增加 后 降低 的 趋势 ， 说明 过 氧化 氢 相 
对 于 超 氧 负离子 稳定 性 较 高 ,在 产生 的 过 程 中 有 浓 
度 积累 的 现象 ， 可 能 是 作为 一 种 稳定 的 活性 氧 起 到 
传递 信号 的 作用 ,这 与 Gechev 等 00、Foyer 等 的 
研究 结果 一 致 。 分 析 结果 表明 ， 涂 抹 抗 氧化 剂 ASA 
和 GSH 能 有 效 抑制 过 氧化 氢 含 量 的 上 上升， 涂抹 
AsA+GSH 的 抑制 效果 强 于 涂抹 AsA， 这 与 超 氧 负 离 
子 趋势 有 区 别 ， 该 结果 可 以 用 谷 胱 甘 肽 -抗坏血酸 
循环 来 解释 1。 

丙 二 醋 浓度 是 反映 质 膜 氧化 程度 的 指标 。 本 试 
验 中 , 两 二 醛 变化 趋势 几乎 和 过 氧化 氨 一 致 ， 同 样 
可 以 用 丙 二 醛 化 学 性 状 稳定 来 解释 ， 可 以 得 知 涂抹 
AsA+GSH 和 涂抹 AsA 的 处 理 能 有 效 保护 细胞 膜 系 
统 ， 削 弱 活性 氧 自由 基 对 质 膜 的 破坏 ， 且 涂抹 
AsA+GSH 的 处 理 效果 强 于 涂抹 AsA 处 理 。 

以 上 3 个 指标 可 以 代表 活性 氧 , 分 析 结 果 表明 
打 顶 处 理 能 有 效 促使 活性 氧 自由 基 合 量 升 高 ， 打 破 
氧化 还 原平 衡 。 与 张新华 等 2 、 李 影 等 的 研究 区 
别 在 于 ， 他 们 的 研究 是 使 用 嘉 食 性 昆虫 的 下 唇 腺 分 
泌 的 特异 性 酶 (BSM) 抑 制 活性 氧 自由 基 ， 抑制 机 理 
尚 不 清晰 ; 本 试验 通过 AsA 与 GSH 狸 灭 活性 氧 自 由 
基 达 到 了 同样 的 效果 ,机理 清 晰 。 
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活性 氧 自 由 基 可 以 引起 多 种 复杂 的 信号 传递 ， 
我 们 对 其 中 最 具有 代表 性 的 茉莉 酸 检测 结果 发 现 ， 
打 顶 处 理 引 起 了 叶片 和 根系 茉莉 酸 含量 的 上 升 ， 涂 
抹 AsA+GSH 和 涂抹 AsA 的 处 理 茉莉 酸 含量 明显 低 
于 常规 打 顶 处 理 ， 说 明 涂 抹 AsA+GSH 和 涂抹 ASA 
能 有 效 抑制 茉莉 酸 含量 的 上 升 ， 也 可 以 推断 AsA- 
GSH 是 通过 抑制 活性 氧 自由 基 来 抑制 茉莉 酸 含量 的 
EH, 根据 Vick 等 5 的 研究 结果 ， 后 一 种 可 能 性 
可 信 度 更 高 。 本 试验 的 茉莉 酸 研究 结果 支持 程 新 胜 
等 "5 的 一 系列 研究 成 果 。 

莱 莉 酸 作 为 一 种 植物 激素 可 以 诱导 植物 产生 抗 
性 反应 ， 烟 碱 作 为 烟草 的 一 种 次 生 代 谢 产物 可 以 参 
与 烟草 的 抗 性 防御 情 ]。 试 验 中 ,涂抹 抗 氧化 剂 能 
效 抑 制 根系 和 叶片 烟 碱 含 量 的 增加 ， 且 涂抹 
AsA+GSH 的 抑制 效果 强 于 涂抹 AsA， 这 与 茉莉 酸 的 
变化 趋势 一 致 ， 原 因 可 能 是 由 于 烟 碱 的 变化 是 由 茉 
莉 酸 刺激 引起 的 ， 且 在 含量 上 与 茉莉 酸 合 量 成 正 
比 。 陈 新 胜 等 它 25 也 是 在 寻求 降低 茉莉 酸 的 方法 来 
抑制 烟 碱 ， 本 试验 烟 碱 降低 效果 与 陈 新 胜 等 的 BSM 
降 烟 碱 效果 类 似 。 

打 顶 和 涂抹 抗 氧化 剂 都 对 活性 氧 自由 基 、 莱 莉 
酸 、 烟 碱 含 量 产生 了 影响 ,但 是 它们 又 不 是 相互 独 
XL, 而 是 密切 相关 的 。 对 活性 氧 自 由 基 、 莱 莉 酸 、 
烟 碱 7 个 检测 指标 的 相关 性 分 析 结 果 表 明 , 各 检测 
指标 间 相 关 性 显著 ， 有 些 还 达到 了 极 显著 水 平 ， 这 
些 证 明 它 们 是 相互 联系 , 相互 影响 的 。 

本 试验 涂抹 抗 氧化 剂 能 有 效 抑制 烟草 打 顶 后 起 
氧 阴 离子 、 过 氧化 氨 、 丙 二 醛 、 茉 莉 酸 和 烟 碱 含量 的 
上 升 , B. AsA+GSH 的 抗 氧 化 效果 要 好 于 涂抹 AsA。 

4 结论 

抗 氧 化 型 物质 (AsA-GSH) 涂 抹 烟 草 打 顶 后 的 伤 
口 能 有 效 降 低 活 性 氧 、 茱 莉 酸 、 烟 碱 的 含量 , 且 活 
性 氧 、 茱 莉 酸 、 烟 碱 之 间 存 在 着 密切 联系 。AsA+GSH 
比 asa 有 更 强 的 抗 氧化 性 ， 并 且 能 更 好 地 抑制 打 项 
后 烟 碱 的 上 升 。 

BSM 通过 酶 的 作用 间接 抑制 氧化 胁迫 ， 而 AsA 
与 GSH 通 过 直接 滩 灭 活 性 氧 自由 基 志 接 抑制 氧化 胁 
迫 ， 从 而 最 终 抑 制 打 顶 后 茉莉 酸 含量 的 上 升 。 使 用 
AsA 与 GSH 代替 BSM 能 起 到 降低 成 本 ,提高 效率 
的 作用 ,县 有 更 广泛 的 推广 价值 , 为 我 国 烤烟 烟 碱 
合 量 偏 高 的 问题 提供 了 一 种 解决 思路 。 
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